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Descrizione dell'invenzione avente per titolo: 

"DERIVATI EPIMERIZZATI DEL POLISACCARIDE K5 A ELEVATISSIMO 
GRADO DI SOLFATAZIONE" 

Titolari: ORESTE, Pasqiia; ZOPPETTL Giorgio; resident! mMilano 
Ihventori: ORESTE, Pasqua; ZOPPETTL Giorgio; 

\ ******** 

OGGETTO DELL'INVENZIONE 



18GIU. 2002 



La presente invenzione conceme nuovi derivati. del polisaccaride K5 ad 
elevatissimo grado di solfatazione, un. procedimento per la lorp preparazione; nuoyii 
intermedi altamente O-solfatati utili nella loro sintesi e. composiziopi is^ac&McTae; 
contenenti detti derivati del polisaccaride K5 come principiattivi essenziahnerrte prlyi ". 
di attivitA sulla coagulazione. ' 1 e m • . 

In particolare, l'invenzione si riferisce a derivati del polisaccaride K5 altamente. 
O- ed N,0~solfatati ottenibili a partire da un polisaccaride K5, previamente N- 
deacetilato, N-solfatato e C5-epimerizzato per almeno il 20%, mediante O- 
supersolfatazione in adatte condizioni e successiva N-acilazione o N-solfatazione. 

CONTESTO DELL'INVENZIONE 

I glicosaminoglicani come eparina, eparan solfato, dermatan solfato, condroitin 
solfato e acido ialuronico sono biopolimeri estratti industrialmente da van organi 
animali- 

In particolare, l'eparina, principalmente ottenuta mediante estrazione da mucosa 
intestinale di maiale o da polmone bovino^ e un copolimero polidisperso con una 
distribuzione di peso molecolare da circa 3.000 a circa 30.000 D formato da una miscela 
di catene essenzialmente costituite da un acido uronico (acido glucuronico o acido 
iduronico) e da un aminozucchero (giucosamina) uniti da legami a-l-> 4 o ^-l-> 4. 

Ml 2002A o 0 1 3 4 6 
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Nell'eparina, Vvadtk uronica pud essere O-solfatata in posizione 2 e 1'unita 
glucosaminica e N-acetilala o N-solfatata, 6-O-solfatata e 3-6-solfatata in circa lo 0,5% 
delle unita glucosaminiche presenti. 

Le proprieta e la naturale biosintesi dell'eparina nei mammiferi sono state 
descritte da Lindahl e al., 1986 in Lane, D. e Lindahl, U. (Editori) "Heparin. Chemical 
and Biological Properties; Clinical Applications", Edward Arnold, London, Pagine 159- 
190, da Lindahl, U, FeingoldD. S. e Roden L, 1986 TIBS; 11, 221-225 e da Conrad H. 
E. "Heparin Binding Proteins", Capitolo 2: Structure of Heparinoids. Academic Press, 
1998. La biosintesi dell'eparina awiene a paftire dal suo precursore N-acetil-eparosaaip 
costituito da una miscela di catene formate dalTunitit disaccaridica ripetitiva glucoronil- 
p-1— >4-N-acetilglucosamina. Detto precursore subisce modificazioni enidmatiche che 
idrolizzano parzialmente il gruppo N-acetile, sostitoendolo ' con un gruppo SO/, 
epimerizzano il carbossile in posizione 5 di una parte delle unita glucxironiche 
trasformandole in unita iduroniche e introducendo gruppi O-solfati per arrivare a un 
prodotto che, una volta estratto industrialmente, ha un numero di gruppi solfati circa 
doppio del numero di carbossili per unita disaccaridica* Queste modificazioni 
enzimatiche conducono, fra l'altro, alia fonnazione della regione pentasaccaridica di 
legame airantitrombina DI (ATH[), chiamata pentasaccaride attivo, che e la struttura 
necessaria per Televato legame di affinita dell'eparina alTATTH e fondamentale per 
l'attivitA anticoagulante e antitrombotica dell'eparina stessa. Questo pentasaccaride, 
presente alFintemo di solo aleune delle catene che fonnano l'eparina, contiene un'unita 
glucosaminica solfatata in posizione 3 e un acido glucuronico intervallato tra disaccaridi 
contenenti acidi iduronici. 

In natura, la foimazione del pentasaccaride attivo & resa possibile dalla reazione 

*» * 

di epimerizzazione del carbossile di una parte delle unita glucuroniche in unita 
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iduroniche ad opera della glucoronil-CS-epimerasi (C5-epimerizzazione) e da 
un'opportuna solfatazione che porta anche aU'introduzione di un gruppo solfato 
sull'ossidrile in posizione 3 della glucosamina. Piu particolarmente, in natura la 
formazione del pentasaccaride attivo e resa possibile dal fatto che la CS- 
epimerizzazione awiene a grappolo ("cluster" in inglese), vale a dire su porzioni di 
catene, e in modo estpnsivo che conduce a un prodotto che contiene piu unita iduroniche 
che glucuroniche. L'eparina commerciale contiene infatti circa il 70% di unit* 
iduroniche e il 30% diunita glucuroniche. 

Accanto alle attivita principali anticoagulante e antitrombotica, l'eparina esercxta 
anche attivita antilipemica, antiproliferative antivirale, antitumorale e antinietasta^ca; 
ma il suo uso come farmaco e.ostacolato dagli effetti secondari dovu'l all'azidne 
anticoagulante che pud provocare emorragie. ■},.'.?.. / . . ■ - 

STATO DELLA TECNICA 
E' noto che il polisaccaride capsulare K5 isolate da Escherichia coli, descritto da 
Vann W. F. et al., in European Journal of Biochemistry, 1981, 116, 359-364 ("Vann 
1981"), e costituito da una miscela di catene formate dall'unita disaccaridica ripetitiya 
glucoronil-p-l-»4-N-acetil glucosamina e mostra dunque la stessa sequenza dell'N- 
acetil-eparosano precursore dell'eparina. U polisaccaride capsulare KS, indicato qui di 
seguito >Usaccaride K5" o piu semplicemente "K5", e state modificato per via 
chimica da Lormeau et al. come descritto in US 5,550,116 e da Casu et al. come 
descritto in Carbohydrate Research, 1994, 263, 271-284. K5-0-solfati aventi attivita 
antitumorale, antimetastatica, antivirale, in particolare anti-HTV sono descritti in EP 
333243 e WO 98/34958. U K5 e state- anche modificato per via elumica e enzimatica al 
fine di ottenere prodotti aventi un'attivita biologica in vitro sulla coagulazione dello 
stesso tipo di quella deU'eparina cosl come estratta da organi animaU (epariha 
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estrattiva). 

L'ottenimento dei prodotti aventi. un'attivita sulla coagulazione dello stets^tipT 
di quella dell'eparina estrattiva awiene mediante procedimenti che mimano quello che 
awiene in natura e prevedono tutti il passaggio chiave di C5-epimerizzazione con D- 
glucuronil C5 epimerasi. 

I procedimenti descritti in IT 1230785, WO 92/17507, WO 96/14425 e WO 
97/43317 unlizzano il K5 come materiale di partenza. n K5 proveniente da 
fermentazione e sottoposto a una N-deacetUazione seguita da N^solfatazione e sui K5 r 
N-solfato cosl ottenuto e effettuata una C5-epimerizzazione con C5-epimerasi : in 
soluzione, ottenuta o per cromatografia di una soluzione di enzimi microsomiaU da 
mastocitoma di topo aT 1230 785) oppure da fegato boyino (WO 92/17507, WQ 
96/14425 e WO 97/43317). ./ . - 

La D-glucoronil C5 epimerasi da fegato bovino b stata purificata da Campbell, 
P. et al. in J. Biol. Chem., 1994, 269/43, 26953-26958 ("Campbell 1994*0 che hanno . 
anche fornito la sua cqmposizione m.aminoacidi e descritto il suo uso in soluzione per 
la trasformazione di un K5-N- solfato nel corrispondente prodotto epimerizzato al 30%, 
dimostrando la formazione di acido iduronico mediante metodo HPLC seguente ad una 
depolimerizzazione nitrosa.totale fino a disaccaride. 

II documento WO 98/48006 descrive la sequenza del DNA che codifica la D- 
glucoronil C5 epimerasi e una D-glucuronil C5 epimerasi ricombinante, ottenuta da un 
vettore di espressione ricombinante contenente detto DNA, successivamente purificata 
da Campbell et al. come illustrate da Jin-Ping L. at al. in J. Biol Chem 2001, 276, 
20069-20077 ("Jin-Ping 2001"). 

La sequenza completa della C5-epimerasi e stata descritta da Crawford B. E. et 
al. in J. BioL Chem., 2001, .276(24), 21538-21543 (Crawford 2001) 
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n documento WO 01/72848 descrive un metodo per la preparazione di derivati 
N-deacetilati N-solfati. del polisaccaride K5, epimerizzati almeno al 40% . di acido 
iduronico rispetto al totale degli acidi uronici, aventi un peso molecolare da 2.000 a 
30.000, contenenti dal 25 al 50% di catene ad alta affinita per l'ATm e aventi 
un'attivita anticoagulante e antitrombotica espressa come rapporto HCIl/antiXa da 1,5 a 
4. Detto documento vdescrive la supersolfatazione di un K5-N-solfato epimerizzato al 
40-60% e indica che il prodotto ottenuto, di cui e riportato il 13 C-RMN, ha un contenuto 
di gruppi solfati per unita disaccaridica di 2-3,5. Ripetendo la suddetta supersolfatazione . 
nelle condizioni descritte e esaminando il 13 C-RMN si e eonstatato che il prodotto 
ottenuto e effettivamente un'ammina libera il cui contenuto di 6-O-solfato e 80-95.%y . 
quello di 3-O-solfato sull'aminozucchero e del 30%, ma il cui grado di solfatazione e di . 
3,2. Si e inoltre eonstatato che nelle condizioni di supersofiFatazione deScritte in WO 
01/72848 non si ottiene un grado di solfatazione piu alto di 3,2. 

SOMMARIO DELL'INVENZIONE 
B' stato ora trovato che, a partire da un epiK5-N-solfato, e possibile ottenere una 
epiK5-amina-0-solfatata con un grado di solfatazione maggiore di quello di epiK5- 
amine-O-solfato descritte in letteratura, per esempio in WO 01/72848, preparando il 
sale con una base organica terziaria o quaternaria di detto epiK5-N-solfato avendo cura 
di lasciare la miscela di reazione a se per un periodo di tempo 30-60 minuti mantenendo 
il pH a circa 7 e trattando poi il sale ottenuto con un reattivo di O-solfatazione nelle 
condizioni di O-supersolfatazione. Analogamente, e stato trovato che, sottoponendo un 
LMW-epiK5-N-solfato alio stesso metodo di salificazione e di O-supersolfatazione, si 
ottiene un LMW-epiK5-amina altamente O-supersolfatata. 

E' stato inoltre trovato che, sottoponendo l'epiK3-amina-0-supersolfatata o la 
LlV[W-epiK5-aniina-0-supersolfatata a una N-acilazione o a una N-solfatazione, si 
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ottengono nuovi derivati N-acilati o N-solfatati e O-supersolfatati privi di attivita sulla 

coagulazione e utili per la preparazione di composizioni farmaceutiche o cosmetiche. 

DESCRIZIONE DETTAGLIATA 
Al fine di uniformare la terminology e rendere il testo piu comprensibile, nella 

presente descrizione si useranno termini o espressioni convenzionali, al singolare o al 

plurale. In particolar^: 

con "K5" o **polisaccaride K5" si intende il polisaccaride capsulare da 
Escherichia coli ottenuto per fenneritazione vale a dixe una miscela di 
catene costituite da unite disaccaridiche di acido glupuronico-fcK 
acetilglucosamina ripetitive eventualmente contenenti un doppio legame 
r alFestremit& non riducente come sopra illustaato/comxifique preparato e 

purificato secondo i metodi descritti in Ifetteratora, in particolare secondo 
Vann 1981, secondo Manzoni M. et al., Journal of Bioactive Compatible 
Polymers, 1996, 11, 301-311 ("Manzoni 1996"), secondo il metodo 
descritto in WO 01/72848 o come descritto nella PREPARAZIONE I qui 
di seguito; 

con "C5-epimerasi" si intende la D-glucoronil C-5 epimerasi, estrattiva o 
ricombinante, comunque preparata, isolata e purificata, in particolare 
come descritto in Campbell 1994, in WO 98/48006, in Jin-Ping L. et al. 
in J. Biol Chem. 2001, 276, 20069-20077 (Jin-Ping 2001") o in Crawford 
2001; 

con" K5-amina" si intende il K5 N-deacetilato per almeno il 95%; 

con "K5-N-solfato" si intende il K5 N-deac^tilato e N-solfato per almeno 

il 95%, come descritto qui di seguito; 

con "epiK5" si intende il K5 e i suoi derivati in cui il 20-60% delle unita 
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glucuroniche e C5-epimerizzato a unite iduroniche 
con "epiK5-N-solfato" si intende il K5-N-solfato in cui il 20-60% delle 
unita glucuroniche 6 C5-epimerizzato a unite iduroniche del tipo di quelli 
decritti in WO 92/17507 o WO 01/72848; 

con "epiK5-amina-0-supersolfatata" si intende una epiK5-amina-0- 
solfafctfa con un grado di solfatazione di almeno 3,4; 
con "N-acil-epiK5 -amina-O-supersolfatato" si intende un'epiK5-amina- 
O-supersolfatata N-acilata, con un grado di solfatazione di almeno 3,4; 
con "epiKS-N-solfato-O-supersolfatato" si intende un epiKS^O-solfato 
con un grado di solfatazione di almeno 4; 
Inoltre: ' : 

i termini e espressioni convenzionali qui Wpra^definiti si riferiscono a K5 
cosi come isolati dopo feimentazione, generalmente con una; 
distribuzione di pesi molecolari da circa 1.500 a circa 50.000 con un 
peso molecolare medio di 10.000- 25.000, vantaggiosamente di 15.000- 
25.000; 

i termini e espressioni convenzionali qui sopra definiti, quando preceduti 
daU'acronimo "LMW" (dall'inglese "low molecular weight* \ basso peso 
molecolare), per esempio LMW-K5-N-solfato, LMW-epiK5-N-solfato 
designano prodotti a basso peso molecolare, ottenuti per frazionamento o 
per depolimerizzazione; 

i termini e espressioni convenzionali come qui sopra definiti, quando 
sono seguiti da "-derivato" designano globalmente tanto i derivati da K5 
nativo che quelli a basso peso molecolare; 

salvo specifica, diversa indicazione, con "grado di solfatazione" si 
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intende il rapporto SOaVCOO", esprimibile anche come numero di gruppi 
solfato per unite disaccaridica, misurato con il metodo coduttimetrico 
descritto da CasuB.et al. in Carbohydrate Research, 1975, 39, 168-176 
(Casu 1975), lo stesso utilizzato in WO 01/72848; 
con "condizioni di O-supersolfatazione" si intende una Osolfatazione 
spinta^effettuata per esempio secondo il Metodo C descritto da B. Casu et 
al. in Carbohydrate Research, 1994, 263, 271-284 (Casu 1994); 
con il tennine "alchile" si intende un alchile lineare o ramificato, mentre 
con "tetrabutilammonio" si intende indicare il gruppo ammonio sostituito 
con quattro gruppi n-butile. 
Cosl, secondo uno dei suoiaspetti, la presente invenzione fornisce huovi derivati 
N-deacetilati del polisaccaride K5, O-solfatati e N-solfatati o &-acuati con un acido (C 2 - 
C4)carbossihco, C5-epimerizzati a acido iduronico in almeno il 20% del totale delle 
unita uroniche, aventi un peso molecolare medio da circa 2.000 a circa 45.000, un grado 
di solfatazione di almeno 3,4 per i derivati N-acilati o di almeno 4 per i derivati N- 
solfati, detti derivati essendo sostanzialmente inattivi sui parametri della coagulazione.. 

In analogia con quanto sopra premesso, detti nuovi derivati saranno qui di 
seguito globalmente indicati con il tennine generate "epiK5-amina-0-supersolfatata- 
derivati N-sostituiti", indipendentemente dal loro peso molecolare. 

In particolare, il peso molecolare medio e tra circa 2000 a circa 45.000 in quanto 
detti derivati provengono o da un epi-K5-N-solfato ottenuto per N-deacetilazione e N- 
solfatazione del K5 da fermentazione oppure dalla depolimerizzazione nitrosa di 
quest'ultimo. Controllando detta depolimerizzazione nitrosa e possibile ottenere derivati - 
a basso peso molecolare praticamente in tutto il suddetto intervallo. Tuttavia, per l'uso 
dei derivati della presente invenzione come prodotti farmaceutici o cosmetici 6 
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vantaggioso disporre di derivati a basso peso molecolare, con un peso molecolare medio 
tra circa 4.500 e circa 8.500, con una distribuzione di peso molecolare da circa 2.000 a 
circa 10.000 o di derivati ad alto peso molecolare, provenienti dal K5 non frazionato, 
con un peso molecolare medio tra circa 20,000 e circa 45.000, con una distribuzione di 
pesi molecolari da circa 2.000 a circa 70.000. 

II grado di solfatazione degli epiK5-amina-0-supersolfatata-derivati N-sostituiti 
della presente invenzione e molto elevato, in quanto sui 4 ossidrili liberi disponibili per 
unita disaccaridica, almeno 3,4, preferibilmente da 3,5 a 3,8, risultano solfatati, mentre 
l'azoto della glucosamina e acilato o anch'esso solfatato preferibilmente al 100%, nel 
qual caso il grado di solfatazione diventa preferibilmente da 4 a 4,6. 

I nuovi epiK5-amina-0-supersolfatata-derivati N-sostituiti deU'invenzione sono 
100% 6-O-solfatati e 50-80% 3-O-solfatati nelle loro umta giucosammiclie, 5-10% 3-0- 
monosolfetati in unita glucuronichc, 10-15% 3-O-monosolfatati in unita iduronicke e 
2,3-di-O-solfatati nelle rimanenti unita uroniche, tenendo conto che il grado di 
solfatazione e di almeno 3,4 nel caso di derivati N-acilati e di almeno 4 nel caso di 
derivati N-solfati. 

GU epiK5-amina-0-supersolfatata-derivati N-sostituiti deUa presente invenzione 
vengono preparati a partire da un polisaccaride K5, previamente N-deacetilato, N- 
solfatato preferibilmente al 100%, C5-epimerizzato al 20-60% e eventualmente 
depolimerizzato con acido nitroso, avente un peso molecolare medio da circa 1.500 a 
circa 25.000; Preferibilmente, come materiale di partenza si impiega un epi-K5-N- 
solfato avente un peso molecolare medio tra 10.000 e 25.000 o un LMW-epiK5-N- 
solfato avente un peso molecolare medio tra circa 1.500 e circa 8.000. 

Gli epiK5-N-solfati, preparati per C5-epimerizzazione di K5-N-solfati, sono ben 
noti in letteratura e ampiamente descritti per esempio in WO 92/17507 6 in WO 
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01/72848. 

Un IMWepiK5-N-solfato aventeun contenuto in unita iduroniche di circa 20%, 
ottenuto per N-deacetilazione, N-solfatazione e C5-epimerizzazione di una frazione di 
K5 avente unpeso molecolare medio di 5.000 e descritto in WO 92/17507. 

Un epiK5-N-solfcto particolarmente vantaggioso come materiaie di partenza e 
quello ottenuto per epimerizzazione di un K5-N-solfato praticamente privo di gruppi 
acetile a sua volta preparato da K5 particolarmente puro, in particolare non contenente 
sostanze lipofile, descritto nella domanda pendente IT MI2001 A00397. 

I K5-N-solfati C5-epimerizzati. a basso peso molecolare aventi un piu alto- 
contenuto di unita iduroniche, in particolare 40-60%, preferibilmente 50-55%, sono 
invece nuovi prodotti particolarmente vantaggiosi come materiali di partenza nella 
preparazione degU epiK5-anmia-0-supersolfatata : der^ati- r^-sostituifi dell'a presente 
invenzione. 

. I LMW-epiK5-N-solfati come sopra illustrati vengono preparati mediante un 
procedimento caratterizzato dal fatto che si sottopone un K5-N-solfato, in un qualsiasi 
ordine, 

(i) a una C5-epimerizzazione con una D-glucuronil C5-epimerasi isolata, 
purificata e immobilizzata su un supporto solido, a un pH di circa 7, a 
una temperatura di circa 30°C e per un periodo di tempo di 12-24 ore in 
presehza di almeno uno ione bivalente scelto tra calcio, magnesio, bario 
e manganese; e 

(ii) a una depolimerizzazione nitrosa eventualmente seguita da una riduzione 
con boroidruro di sodio. 

La C5-epimerasi, preferibilmente ricombinante, isolata e purificata per esempio 
secondb Campbell 1994, WO 98/48006, Jin-Ping 2001 o Crawford 2O0l7 viene 
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immobilizzata su un supporto inerte in presenza del substrate, vale a dire in presenza del 
K5-N-solfato-derivato di partenza. L'immobilizzazione viene eflettuata secondo i 
metodi convenzionali, per esempio come descritto in WO 01/72848. 

La reazione di C-5epimerizzazione viene condotta facendo ricircolare 20-1.000 
ml di una soluzione di HEPES 25 mM a pH circa 7 contenente 0,001-10 g di K5-N- 
solfato-derivato e un catione scelto tra calcio, magnesio, bario e manganese a una 
concentrazione tra 10 e 60 mM attraverso una .colonna contenente da 1,2 x 10 7 a 3 x 
10 n cpm dell'enzima immobilizzato, mantenendo il pH a circa 7 a circa 30°C, a un 
flusso di 30-220 ml/ora per un periodo di tempo di 12-24 ore, vantaggiosamente,di. 15- 
24 ore. 

Preferibilmente si fa ricircolare detta soluzione a un. flusso di circa : 200 ml/ora 
per tutta una notte (15-20 ore), fl prpdotto ottenuto e.purfficato e separate secondo 
metodi noti, per esempio mediante ultrafiltrazione e" precipitazione con etanolo. fl 
prodotto cosi ottenuto e costituito o da epiK5-N-solfato (e in tal caso viene disciolto in 
acqua e sottoposto a depolimerizzazione) oppure da LMW-epiK5-N-solfato (in tal caso 
costituisce il prodotto finale). La percentuale di epimerizzazione, in pratica la quantita 
di unita iduroniche rispetto alle glucuroniche, e calcolata con 'H-RMN secondo il 
metodo descritto in WO 96/4425. 

La reazione di depolimerizzazione nitrosa e condotta secondo i metodi noti per 
la depolimerizzazione dell'eparina, per esempio secondo il metodo descritto in EP 
37319, in WO 82/03627 oppure secondo il metodo per la depolimerizzazione di un K5- 
N-solfato descritto in EP 544592, ma a partire da un K5-N-solfato o da un epiK5-N- 
solfato contenente da 0 a non piu del 10% di gruppi acetile. Preferibilmente, la .. 
depolimerizzazione, effettuata con nitrito sodico e acido cloridrico, e seguita da una 
riduzione in situ con boroidruro di sodio. 
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In pratica, una soluzione acquosa fredda del substrato (KS-N-solfato o epiK5-N- 
solfato) viene portata a pH acido (circa 2) con acido cloridrico e, sempre a freddo, 
trattata con nitrito sodico mantenendo la temperatura (circa 4°C) e il pH (circa 2) 
costanti e, al termine della depolimerizzazione (circa 15-30 minuti) la soluzione viene 
neutralizzata con idrossido di sodio e trattata, sempre a circa 4°C con una soluzione 
acquosa di boroidruip di sodio. Al termine della riduzione (circa 4 ore) l'eccesso di 
boroidruro di sodio b distrutto con acido cloridrico^. la soluzione e neutralizzata con 
idrossido di sodio e il prodbtto depolimerizzato (eridbtto) viene isolate secondo mbtpdi 
rioti, per esempio per semplice precipitazione con etariolo p acetone. 
II prodotto ottenuto al termine della depolimerizzazione pub essere o un LMW-epiK5- 
N-solfato (in tal caso costituisce il prodotto finale) oppure un LMW-K5-N-sPlfato (e in 
tal caso viene direttamente sottoposto a G5~epimerizzaiz^6ne*come illustfato qui sopra, 
dopo isolamento o anche in soluzione senza essere preventivamente isolato). 
Controllando opportunamente la reazione . di depolimerizzazione, in particolare 
utilizzando diverse quantita di nitrito sodico/acido cloridrico, si ottengono LMW-K5-N- 
solfati o IMW-epiK5-N-solfati aventi un peso molecolare medio in tutto Tintervallo da 
circa 1.500 a circa 7.500, calcolato alio spettro 13 C-RMN attraverso Pintegrazione del 
segnale attribuito al C2 del 2,5-anidromannitolo con quella del carbonio anomerico 
della glucosamina interna alia catena polisaccaridica. 

Gli epiK5-amina-0-supersolfatata-derivati N-sostituiti della presente invenzione 
sono preparati secondo un nuovo procedimento che costituisce un aspetto ulteriore della 
presente invenzione. Detto procedimento e caratterizzato dal fatto che 

(a) si tratta un polisaccaride K5, previamente N-deacetilato, N-solfatato 
preferibilmente al 100%, C5~epimerizzato al 20-60% e eventualmente 
depolimerizzato con acido nitroso, avente un peso molecolare medio tra 



13 




circa 1,500 e circa 25.000, in forma acida, cdn una base organica 
terziaria o quaternaria, lasciando la miscela di reazione a se per un 
periodo di tempo di 30-60 minuti, mantenendo il pH della soltizione a un 
valore di 7 e si isola il suo sale con detta base organica; 

(b) si tratta detto sale di base organica di detto polisaccaride con un reattivo 
di O-^olfatazione nelle condizioni di Q-supersolfatazione; 

(c) si tratta il prodotto cosl otteniito con un reattivo di N-solfatazione o con 
un derivato funzioriale di un acido carbossilico (C2-C4), si isola I'epiKS- 
amina-O-supersolfatata-derivato N-sostituito cosi ottenuto sotto fonna di 
sale di sodio e eventualmente si irasfonna detto sale di sodio in un altro 
sale chimicamente p farmaceuticamente accettabile. 

Iii questo contesto,,iLtennine "chimicamente acqettaBile" e riferitb a un catione 
utile nelle sintesi chimiche, come gli ioni sodio, ammonio, (Ci-C4)tetraalchilammonio a 
o per la purificazione del prodotto, mentre "farmaceuticamente accettabile" si spiega da 
se. 

Cationi vantaggiosi sono quelli derivati da metalli alcalini, metalli alcalino- 
terrosi, ammonio, (Ci-C4)tetraalchilammonio, alluminio e zinco. Cationi preferiti sono 
gli ioni sodio, calcio e tetrabutilammonio. 

Vantaggiosamente, i materiali di partenza nella preparazione degli epiK5-amina- 
6-supersolfatata-derivati N-sostituiti della presente invenzione sono epiK5-N-solfato- 
derivati costituiti da una miscela di catene in cui almeno il 90% di dette catene ha la 
formula I 
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in cui le unita uroniche sono costituite per il 20-60% da acido iduronico, n e un numero. 
intero da 3 a 100 e il corrispondente catione e chimicamente o fannaceuticamente 
accettabile. v 

Piu vantaggiosamente, detti epiK5-N-solfato-derivati di partenza sono costituiti 
da una miscela di catene in cui almeno il 90% di dette catene. ha la formula I in cui le 
. unita uroniche sono costituite per il 40-60% da acido iduronico, n e un.numero intero da 
3 a 1 00 e il corrispondente catione e chimicamente accettabilg. 

MateriaH di partenza preferiti sono LMW-epiK5-N-s6lfati come sopra illustrati, 
costituiti da una miscela di catene in cui almeno il 90% di dette catene ha la formula I in 
cui le unita uroniche sono costituite per il 40-60%, preferibilmente 50-55%, da acido 
iduronico, n e un numero intero da 3 a 15 e il corrispondente catione e chimicamente 
accettabile. 

Detti materiali di partenza sono preferibilmente utilizzati sotto forma di sale di 
sodio, a meno che non sia gia disponibile un sale con una base organica terziaria o 
quatemaria preparato secondo il passaggio (a) sopra iUustrato, preferibilmente il sale di 
tetrabutilammonio. 

Secondo un modo di procedere vantaggioso, il passaggio (a) viene condotto 
facendo passare una soluzione del sale di sodio del polisaccaride K5, previamente N- 
deacetilato,. N-solfatato preferibilmente al 100%, C5-epimerizzato al 20-60% e 
eventualmente depolimerizzato con acido nitroso, avente un peso molecolare medio da 
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circa 1.500 a circa 25.000, attraverso una resina a scambio ionico acida, per esempio del 
tipo IR-120 H*. raccogliendo l'eluato comprendente anche le acque di lavaggio della 
resina e neutralizzando l'eluato con una base organica terziaria o quaternaria, 
preferibilmente con una soluzione acquosa di idrossido di tetrabutilammonio. La 
soluzione viene lasciata a se per 1 ora, mantenendo il suo pH a 7 mediante aggiunta. 
della stessabase e il sale cosl ottenuto viene isolate mediante liofilizzazione. 

Nel passaggio (b), la O-supersolfatazione awiene utilizzando un eccesso di 
agente O-solfatante e operando a una temperatura da 20 a 70°C per un periodo di tempo 
fino a 24 ore in un solvente aprotico polare. 

Vantaggiosamente, il sale con una base organica terziaria o quaternaria del 
polisaccaride R5, previamente N-deacetilato, N-solfatato preferibilmente i\ 100%, C5- 
epimerizzato al 20-60% e eventualmente depolimerizzato cdn.acidb nitroso, avente un. 
peso molecolare medio da circa 1.500 a circa 25.000 "cosl come isolato nel passaggio 
(a), viene disciolto in dimetilformamide e trattato con 2 - 10 moli di un reattivo di O- 
solfatazione per ogni ossidrile libero a una temperatura di 40-60°C per 10-20 ore. Come 
reattivo di O-solfatazione viene vantaggiosamente usato i'addotto piridina.S0 3 in 
quantita di 2,5 - 5 moli, preferibiknente 2,5 - 4 moli per ossidrile libero per disaccaride 
e la reazione viene vantaggiosamente condotta a 50-60°C, preferibilmente a 55°C per 
una none, n prodotto ottenuto al termine della reazione e isolato per addizione di 0,1-1 
volume di acqua e neulralizzazione, preferibilmente con idrossido di sodio, 
precipitazione con una soluzione satura di cloruro sodico in acetone e filtrazione e 
eventuale ultrafiltrazione. 

H prodotto cosl ottenuto b il sale di sodio di un epiK5-amina-0-supersolfatata- 
derivato il cui contenuto in acido iduronico e il 20-60% del totale degli acidi uronici, 
avente un peso molecolare medio da circa 4.500 a circa 40.000 e un gfado di 
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solfatazione di almeno 3,4, vantaggiosamente di almeno 3,5, piii vantaggiosamente da 
3,55 a 4, preferibilmente da 3,55 a 3,8. H sale sodico cosl ottenuto pud essere convertito 
in un altro sale. A titolo di esempio si pud effettuare uno scambio con lo ione caleio 
operando con membrane da ultrafiltrazione. 

Come vantaggiosi materiali di partenza del passaggio (a) si usano epiK5 -N- 
solfato-derivati costifuiti da una miscela di catene in cui almeno il 90% di dette catene 
ha la formula I suddetta, in cui. le unita uroniche sono costituite per. il 20-60% da acido 
iduronico, n e un numero intero da 3 a 100 e il corrispondente catione e chimicamente o 
farmaceuticamente accettabile. In tal caso, alia fine del passaggio (b) si ottiene un 
epiK5-amina-0-supersolfatata-derivato costituito da una miscela di catene in cui 
almeno il 90% di dette catene ha la formula II 
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in cui le unita uroniche sono costituite per il 20-60% da acido iduronico, n e un numero 
intero da 3 a 100, R, R' e R" sono idrogeno o S0 3 ", il grado di solfatazione e di almeno 
3,4, vantaggiosamente di almeno 3,5, piu vantaggiosamente da 3,55 a 4, prefenTrilmente 
da 3,55 a 3,8 e il corrispondente catione e chimicamente 6 farmaceuticamente 
accettabile. 

Questi epiK5-arnina-0-supersolfatata-derivati a elevatissimo grado di 
solfatazione sono nuovi prodotti utiU come intermedi nella preparazione dei loro 
derivati N-solfati o N-(C 2 -C 4 )acilati sostanzialmente privi di attiviti sui parametri della 
coagulazione, ma dotati di altre interessanti proprieta farmacologiche. 

Vantaggiosi epiK^-amina-O-supersolfatata-derivati a elevatissimo grado di 
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solfatazione sono formati da una miscela di catene in cui almeno il 90% di dette catene 
ha la formula II in cui le unita uroniche sono costituite per il 40-60% da acido 
iduronico, n e un numero intero da 3 a 100, con un peso molecolare medio da circa 
2.000 a circa 40.000, R e almeno 40%, preferibilmente 50-80% S0 3 \ R' e R" sono 
ambedue SO," oppure uno e idrogeno e l'altro e 5-10% S0 3 ' in acido glucuronico 
monosolfato e 10-15 4 % SO," in acido iduronico monosolfato, il grado di solfatazione e 
superiore a 3,4 e il corrispondente catione e chimicamente o fermaceuticamente 
accettabile. 

EpiK5-amina-0-supersolfatata-derivati a elevatissimo grado di solfatazione 
preferiti sono l^MW-epiK5-arnine-0-supersolfatate formate da una miscela di catene in 
cui almeno il 90% di dette catene ha la formula H in cui le unita uroniche sono costituite 
per;il 40-60%, preferibilmente 50-55%, da acido idtndnico,. R e 'almeno 40%, 
vantaggiosamente 50-80%, preferibilmente circa 65% SOf, K" e R" sono ambedue S0 3 " 
oppure irno .b idrogeno e l'altro e 5-10% S0 3 " in acido glucuronico e 10-15% S0 3 " in 
acido iduronico, n e un numero intero da 3 a 15, con un peso molecolare medio da circa 
;4.000 a . circa 8.000 e il corrispondente catione e chimicamente o farmaceuticamente 
accettabile. 

Tutti questi epu^-amina-O-supersolfatata-derivati ad altissimo grado di 
solfatazione sono nuovi prodotti che sono utili intermedi per la preparazione dei nuovi 
epiK^-amina-O-supersolfatata-derivati N-sostituiti e costituiscono dunque un ulteriore 
aspetto della presente invenzione. 

In, particolare, secondo un altro suo aspetto, l'invenzione concerne l'uso dei 
suddetti epiK5-anrina-0-supersolfatata-derivati ad altissimo grado di solfatazione per la .. 
preparazione di nuovi epiK5-amina-0-supersolfatata-derivati N-sostituiti, in particolare 
N-solfatati o N-acilati. 
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Nel passaggio (c), repiK5-amina-0-supersolfatata-derivato ad altissimd grado 
di solfatazione viene N-acilato o N-solfatato utilizzando i noti metodi di letteratura. 

La N-solfatazione viene effettuata trattando una soluzione acquosa contenente 
repiK5-amina-0-supersolfetata-deiivato proveniente dal passaggio (b) con carbonato 
sodico e un agente di N-solfatazione, per esempio un addotto (Q- 
C 4 )trialchilaininina.^03 o piridina.S0 3 , mantenendo la miscela a 30-50°C per 8-24 ore e 
isolando l'epiK5-N solfato-O-supersolfatato-derivato desiderata, per esempio mediante 
diafiltrazione. 

La N-acilazione viene effettuata facendo reagire l'epiK5-ainina-0- 
supersolfatata-derivato proveniente dal passaggio (c) con un derivato funzionale di un 
acido mono o dicabossilico contenente da 2 a 4 atomi ; di carbonio soluzione 
.idroalcooUcaauna temperaturadi circa 4°C. Come deriyati ft1r^ionaK,di detti acidi (C 2 - 
.C4)carbossilici, preferibilmente dell'acido acetico, malonico, o succinico o dei mono, 
esteri di questi ultimi, si pno usare l'anidride, U cloruro, un'anidride mista o un estere 
attivo. B prodotto ottenuto, un N-(C 2 -C 4 )acil-epiK5-amina-0-supersolfatata-derivato, 
. Viene neutraiizzata con una base, preferibilmente idrossido di sodio, e quindi isolata per 
ultrafiltrazione e precipitazione con una soluzione satura di cloruro sodico in acetone. 
Se necessario il passaggio di N- solfatazione o N-acilazione vengono ottenuti fino ad 
ottenere una sostituzione superiore al 95%. 

I nuovi epiK5-amina-0-supersolfetata-derivati i N-sostituiti cosl' ottenuti si 
presentano generalmente sotto forma del loro sale sodico. Detto sale sodico pud essere 
convertito in un altro sale chimicamente o farmaceuticamente accettabile. SaU 
particolarmente vantaggiosi sono quelU di metalU alcalini, alcalind-terrosi, di ammonio, 
(Ci-C 4 )tetraalchilammonio, alluminio e zinco. Preferiti sono i sali di sodio, calcio e 
tetrabutilammonio . 
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Vantaggiosi epiK3-amina-0-supersolfetata-derivati N-sostituiti secdndo la 
presente invenzione sono ottenuti attraverso epiK5-amina-6-supersolfatata-derivati a 
loro volta preparati da epiK5-N-soIfato-derivati costituiti da una miscela di catene in cui 
almeno il 90% di dette catene ha la fonnula I suddetta, in cui le unita uroniche sono 
costituite per il 20-60% da acido iduronico, n e un numero intero da 3 a 100 e il 
corrispondente catione e chimicamente o fannaceuticamente accettabile. 

In tal caso, i nuovi epiK5-amina-0-supersolfetata-derivati N-sostituiti sono 
costituiti da una miscela di catene in cui almeno il 90% di dette catene ha la formula m 



(MO . 



in cui R\ R" e n hanno il significato sopra definite, R e S0 3 " in almeno 40% di detta 
miscela di catene, Z e un (C 2 -C 4 )acile o un gruppo SCV, il grado di solfatazione b 
almeno 3,4 e il corrispondente catione e chimicamente o farmaceuticamente accettabile. 

Detti cationi sono vantaggiosamente quelli di metalli alcalini, alcalino-terrosi, di 
ammonio, (Ci-C^tetraalchilammonio, alluminio e zinco e, tra questi, preferibilmente i 
sah di sodio, calcio e tetrabutilammonio. 

H (C 2 -C 4 )acile preferito b il gruppo acetile. Z e 100% S0 3 " o (C 2 -C 4 )acile. 
Tra i suddetti nuovi epiK5-amina-0-supersolfetata-derivati N-sostituiti, quelli 
costituiti da miscele di catene in cui almeno 90% di dette catene ha la formula m 
suddetta in cui R e SCV nel 50%-80%, preferibilmente in circa il 65% di dette catene e 
il grado di solfatazione e superiore a 3,4, vantaggiosamente e di 3,55-4,6, 
preferibilmente di 3,55-4,3. 

Sara chiaro all'esperto del ramo che il suddetto grado di solfatazione dipende dal 
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significato di Z nella formula HI in quanto, se questo e acile, il valore massimo 
del grado di solfatazione della miscela di catene b 4, mentre se esso e SO3" il suo valore" 
massimo possibile b5. 

Vantaggiosi epiK5-amina-0-supersolfatata^ sono formati da 

una miscela di catene in cui almeno il 90% di dette catene ha la formula HI in cui le 
unite uroniche sono qostituite per il 40-60% da acido iduronico, neun numero intero da 
3 a 100, con un peso molecolare medio da circa 4.500 a circa 40.000, R e almeno. 40%, 
preferibilmente 50-80% SO3", R' e R" sono ambedue S0 3 : oppure uno b idrogeno e 
Faltro e 5-10% SO3" in acido glucuronico monosolfato e 10-15% SQ3" in acido 
iduronico monosolfato, Z e 100% SO3" o (C 2 -C4)acile, il grado di solfatazione e 
superiore a 3,4 e il corrispondente catione e chimicamente o farmaceuticainente 
accettabile. - *■ 

EpiK5-amina-0-supersolfatata-derivati N-sostituiti preferiti sono LMW-epiK5- 
amine-Osupersolfatate formate da una miscela di catene in cui almeno il 90%. di dette 
catene ha la formula HE in cui le unita uroniche sono costituite per il 40-60%, 
preferibilmente 50-55%, da acido iduronico, R e alirikib 40%, Vantaggiosamente 50- 
80%, preferibilmente circa 65% SO3", R' e R" sono ambedue SO3' oppure uno e 
idrogeno e l'altro b 5-10% SO3" in acido glucuronico e 10-15% SCV in acido iduronico, 
Z e 100% S0 3 ~ o (C2-C4)acile, n b un numero intero da 3 a 15, con un peso molecolare 
medio da circa 4.000 a circa 8.500 e il corrispondente catione e chimicamente o 
farmaceuticamente accettabile. 

I nuovi epiKS-amina-O-supersolfatata-derivati N-sostituiti, specialmente sotto 
forma dei loro sali, sono prodotti altamente anionici in grado di catturare i radical! liberi . 
e sono utilizzabili nelTindustria cosmetica come coadiuvariti contro la caduta dei capelli 
o per preparare creme "anti-et&" e, neirindustria farmaceutica, come prodotti per 
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trattamento di dermatiti. 

Cosl, secondo un suo aspetto ulteriore, la presente invenzione. fornisce 
composizioni fannaceutiche comprendenti, in qualita di un loro principio attivo, una 
quantita farmacologicamente attiva di un epiK5-amina-0-supersolfatata-derivato Nr- 
sostituito come sopra illustrato o di un suo sale fannaceuticamente accettabile, in 
miscela con un eccipjente fannaceutico. 

Nelle composizioni fannaceutiche della presente invenzione per la 
somministrazione orale, sottocutanea, endovenosa, Ixansdermica o topica, i principi 
attivi sono preferibilmente somministrati sotto fonna di unite di dosaggio, in miscela 
con i classici eccipienti o veicoli farmaceutici. 

La posologia pud variare. ampiamente in funzione ? deireta, del p4so, e delle 
condizioni di salute del paziente. Questa posologia cotoprende la somministrazione di 
una dose da 1 a 1000 mg, vantaggiosamente da 10 a 750 mg, preferibilmente 250 a 500 
mg da una a tre volte al giomo per via endovenosa, sottocutanea, orale, transdermica o 
topica. 

Infine, secondo un altro dei suoi aspetti, la presente invenzione fornisce una 
composizione cosmetica comprendente una quantity efficace di un epiK5-amina-0- 
supersolfatata-derivato N-sostituito o un suo sale fannaceuticamente accettabile, in 
miscela con un eccipiente cosmetico. 

Un sale scelto dal gruppo consistente nei sali di sodio, potassio, calcio, 
magnesio, alluminio e zinco costituisce valido principio attivo delle composizioni della 
presente invenzione. 

I seguenti esempi illustrano l'invenzione senza tuttavia limitarla, 

PiREP ARAZIONE I 
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Preparazione del polisaccaride K5 da Escherichia coli 

Viene dapprima eseguita una fermentazione in beuta utilizzando il. seguente 
medium: 

Farina di soia degrassata 2 g/1 . 

K2HPO4 9 >7 g/i 

KH2PO4 K 2 g/1 

MgCl 2 Wgn 

Sodio citrato 0,5 g/1 

Ammonio solfato 1 g/j 

Glucosio 2 g/1 

Acquadifonte 1000 ml 

pH = 7,3 . • V ■ . - ■ 

t . ■ * * 

A medium viene sterilizzato a 120°C per 20 minuti. H glucosio viene preparato 
separatamente in forma di soluzione che viene sterilizzata a 120°C per 30 minuti e 
addizionata sterilmente al medium. La beuta viene inoculata con una sospensione di 
cellule di E. coli Bi 8337/41 (O10:K5:H4) proveniente da uno slant tenuto in Triptic soy 
agar, e incubata a 37°C per 24 ore sotto agitazione controllata (160 rpm, 6 cm di corsa). 
La crescita batterica si misura contando le cellule con il microscopio. In un'operazione 
successiva, un fermentatore Chemap-Braun da 14 1 contenente lo stesso medium di cui 
sopra, viene inoculato aUo 0,1% con la coltura della beuta di cui sopra e si effettua la 
fermentazione mediante aerazione di 1 wm, (wm = volume di aria per volume di 
liquido per minuto) agitazione 400 rpm e temperatura di 37°C per 18 ore. Durante la 
fermentazione vengono misurati il pH, .l'ossigeno, il glucosio residuo, il polisaccaride , 
K5 prodottb e la crescita batterica. Alia fine della fermentazione la temperatura viene 
portata a 80°C per 10 minuti. Le cellule vengono separate dal mediunr-lraihite 
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centrifiigazione a 10.000 rpm e il surnatante viene ultrafiltrato usando un modulo SS 
316 (MST) equipaggiato con membrane PES con cut-off nominate di 800 e 10.000 D 
per ridurre il volume a 1/5. H. polisaccaride K5 viene quindi precipitato mediante 
addizione di 4 volumi di acetone a 4°C e lasciato a sedimentare per una notte a 4°C. 
Infine viene recuperate mediante centrifiigazione a 10.000 ipm per 20 minuti o 
filtrazione. Si esegi^e poi la deproteinizzazione del solido ottenuto utilizzando una- 
proteasi di tipo II da Aspergillus orizae in tampone di NaCl 0,1 M e EDTA 0,15 M apH 
8 contenente SDS (sodio dodecil solfato) alio 0,5% (10 mg/1 di filtrato) a 37°C per 90 
minuti. La soluzione ottenuta viene ultrafiltrata su modello SS 316 con membrane a cut- 
off nominate di 10.000 D con 2 estrazioni con NaCl 1M e lavata con acqua fino a 
scomparsa dell'assorbanza neU'ulfrafiltrato. II polisaccaride K5 viene quindi precipitato 

con acetone e si ottiene una. resa di 850 mg per litro Jctf feilaent^tore. Ea purezza del 

•■. * ,*t ..... 

polisaccaride ottenuto viene misurata tramite la determinazione degli acidi uronici 
(metodo al carbazolo), NMR al protone e al carbonio 13, UV e contenuto di proteine. La 
purezza risulta maggiore dell' 80%. 

: H polisaccaride ottenuto b composto da due frazioni a diverso peso molecolare, 
rispettivamente 30.000 e 5.000 D come risulta dalla determinazione mediante HPLC 
impiegando una coloima Pharmacia 75 HR e una frazione singola con un tempo di 
ritenzione di circa 9 minuti usando due colonne in serie di Bio-sil SEC 250 (Bio Rad) e 
Na 2 S04 come fase mobile a temperatura ambiente e flusso di 0,5 ml/minuti. La misura 
viene effettuata contro una curva standard ottenuta con frazioni di eparina a peso 
molecolare noto. 

Lo spettro 1 H- RMN del K5 purifiicato cosi ottenuto mostra diversi segnali 
attribuibili a metili di sostanze lipofile. 

PREPARAZIONE H 
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Puriftcazione del K5 
In 100 ml di una soluzipne acquosa satura di cloruro di sodio e termpstatata a 
4°C viene sciolto 1 g del K5 ottenuto alia fine della PREPARAZIONE I e alia soluzione 
cosl ottenuta vengono addizionati 3 volumi di isopropanolo freddo. La cohcentrazione . 
salina della soluzione yiene portata a 3 M mediante aggiunta della quantita calcolata di 
una soluzione saturq. di cloruro sodico e si lascia la soluzione ottenuta in ambiente 
freddo (circa 4°Q per una notte. II precipitate formatosi viene separate mediante 
centrifiigazione a 10.000 rpm per 20 minuti e la purezza del prodotto viene controllata 
mediante dialisi per una notte e successivo esame dello spettro l H-RMN, da cui devono 
essere assenti segnali nella regione sotto 1,5 ppm. Se necessario, Toperazione di 
dissoluzione in acqua satura di NaCl e precipitazione con isopropanolo vierie ripetuta. II 
precipitate viene sciolto in acqua e ultrafiltrato su membf ma^^Miniplate Millipore cut off 
10.000 D fino a scomparsa dei sali. Si ottiene cosi un K5 avente una purezza di almeno 
99% dal cm spettro ! H-RMN non risulta alcuna traccia di impurezze lipofile nella 
regione sotto 1,5 ppm. 

. PREPARAZIONE HI 
Preparazione di un K5-N- solfato 

(i) N-Deacetilazione 

Dieci grammi di polisaccaride K5 puro preparato come descritto nella 
PREPARAZIONE II vengono disciolti in 1000 ml di sodio idrossido 2N e la soluzione 
cosl preparata viene lasciata a 60 °C per 24 ore. La soluzione viene portata a 
temperatura ambiente quindi a pH neutro (pH7) con acido cloridrico 6N. 
(it) N-solfatazione 

Alia soluzione contenente il ICS deacetilato, mantenuta a 40 °C, vengono 
aggiunti 16 g di sodio carbonate e successivamente e in 4 ore, 16 g di piridiha.S03". 
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Alia fine della reazione, dopo 24 ore, la soluzione viene portata a temperatura ambiente, 
poi a pH 7,5-8 con una soluzione al 5% di acido cloridrico. II prodotto viene puxificato 
dai sali mediante diafiltrazione usando una membrana a spirale awolta da 1.000 D 
(prepscale cartridge-Millipore). n processo viene terminate quando la conducibilita del 
permeate b inferiore a 1000 jaS, preferibilmente inferiore a 100 |LiS. L'intradialisi si 
riduce fino ad ottenqre una concentrazione del polisaccaride del 10% usando lo stesso 
sistema da dialisi in concentrazione. La soluzione concentrata viene essiccata mediante 
liofilizzazione. AlTanalisi dello spettro l^C-RMN non appaiono N-acetili o NH 2 
residui. 

PREPARAZIONE IV 
Preparazione di un epiKS-N-solfato 
Una soluzione di 10 g del K5-N-solfatd otteniito' come descritto nella 
PREPARAZIONE HI hi 600 ml di tampone HEPES 25 mM a pH 7, contenente CaCl 2 a 
ima concentrazione 50 mM viene fatta ricircolare attraverso una cblonna da 50 ml 
. caricata con resina Sepharose 4B contenente 5 g di C5-epimerasi ricombinante (WO 
96/14425) immobilizzata come descritto in WO 01/72848. La reazione b condotta a 
30°C a pH 7 con un flusso di 200 ml/h per 24 ore. II prodotto ottenuto viene purificato 
mediante. ultrafiltrazione e precipitazione con etanolo. Si ottiene cosi un epiKS-N- 
solfato il cui contenuto in acido iduronico e del 54%. 

PREPARAZIONE V 
Preparazione di un LMW-epiK5-N-solfato 
1 g di prodotto ottenuto nel passaggio (a) viene depolimerizzato mediante il 
metodo di degradazione con acido nitroso e seguente riduzione delTaldeide formatasi. - 
In particolare si precede sciogliendo il prodotto in 25 ml di acqua distillata e 
addizionandolo con 230 mg di sodio nitrite disciolti in 115 ml di acqua disfillata. La ' 
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soluzione viene quindi portata a 4°C e il pH a 2 con HC1 0,1 N e mantenuto per 30 
minuti. A fine reazione la soluzione viene portata a temperatura ambiente e il pH a 7 
con NaOH 0,1 M. La soluzione viene quindi addizionata con 450 mg. di NaBEU e 
lasciata reagire per 4 ore. II prodotto viene recuperato tramite precipitazione con 3 
volumi di acetone a 4°C, filtrazione con imbuto filtrante e essiccamento a 40° C in stufa 
a vuoto. Si ottengonp 900 mg di LMW-epiK5-N-solfato con una distribuzione di pesi 
molecolari misurata con metodo HPLC che va da 1 .000 a 4.000. 

ESEMPIO 1 
EpiK5-amina-Osupersolfatata-N-solfato 

(a) Sale di tetrabutilammonio dell 'epi K5-N-soIfato 

Una soluzione di 400 mg di epiK5-N-solfafo in 40 ml di acqua viene 
termostatata a 4°C, quindi passata su resina a scambio! ionico IR 120 + pfecondizionata 
con acqua a 4°C. L'eluato ottenuto, consistente in 100 ml di una soluzione a pH 1,94, 
viene neutralizzato con. una soluzione di idrossido di tetrabutilammonio al 15% e 
lasciato a temperatura ambiente per un'ora, mantenendo il pH a 7 mediante aggLunta di 
idrossido di tetrabutilammonio al 15% e infine viene liofilizzato. Si ottengono cosl 805 
mg di sale di tetrabutilammonio di epiK5-N-solfato. 

(b) Epi-K5-amina-Osupersolfatata 

Una soluzione contenente gli 805 mg del sale cosi ottenuto in 30 ml di 
dimetilformamide viene posta a 55°C e trattata con 30 ml di . dimetilformamide 
contenente 2,26 g di add0tto.piridina.SO3. La reazione a 55°C viene continuata per tutta 
la notte poi alia miscela sono aggjunti 60 ml di acqua. Dopo neutralizzazione con NaOH 
IN, il prodotto b precipitato con 3 volumi di acetone saturo di NaCl e posto a 4°C per .. 
una notte. II precipitato e recuperato per filtrazione su guch G4 e quindi ultrafiltrato con 
sistema Millipore TFF da 1000 D e seccato a pressione ridotta. Si ottengono 550 mg di 
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epi-K5-amina-0-siipersolfatata avente un contenuto di acido iduronico del 54%, di 
glucosamina-6-O-solfato del 100%, di glucosamina 3-O-solfato del 60%, di acido 
glucuronico monosolfato del 10%, di acido iduronico monosolfato del 15%, il resto 
delle unite uroniche essendo disolfetato, con.un grado di solfataziohe di 3,55 misuratb 
con metodo conduttimetrico secondo Casu et al 1975, 
(c) EpiK5-amina x O-supersolfatata-N-solfato 

A una soluzione di 250 mg della epi-K5-amina-0-supersolfatata ottenuta nel 
passaggio (b) in 15 ml di acqua vengono aggiunti 400 mg di carbonato sodico, poi alia 
miscela cosi ottenuta vengono aggiunti 400 mg di adidotto piridina.S0 3 in fonna solida 
poco per volta in 4 ore. La miscela di reazione viene tenuta a 55°C per tutta la hotte, 
quindi viene fermata portando il pH a 7 con HC1 0,1N. Dopo ultrafiltrazione su 
membrana da 1000 D vengono aggiunti 3 voluini di acetpne ^taro.cH.ploruxo sodico e il 
precipitate e recuperate per centrifiigazione a 5000 rpm per 5'; Si ottengono cosi 244 
mg di epil^-amina-O-supersolfatata-N-solfato il cui contenuto in acido iduronico e del 
54%, in 6-O-solfato del 100%, in N-solfato del 100%, in glucosamina 3-O-solfato del 
60%, in . acido glucxn-onico monosolfato del 10%, in acido iduronico monosolfato deL 
15%, il resto delle unita uroniche essendo disolfatato, e il cui grado di solfatazione b 
4,25 misurato con metodo conduttimetrico secondo Casu et al 1975. 

ESEMPIO 2 
N-Acetil-epiKS-amina-O-supersolfatata 

Una soluzione di 250 mg di qpi-K5-amina-0-supersolfatata ottenuta nel 
passaggio (b) deirEsempio 1 in 75 ml di acqua e raffreddata a 4°C sono aggiunti 7,5 ml 
di metanolo e 3,75 ml di anidride acetica. La reazione e mantenuta a 4°C per 2 ore 
mantenendo il pH a un valore di 7 con NaOH 5M. Dopo ultrafiltrazione su membrana 
da 1.000 D sono aggiunti 3 volumi di acetone saturo di cloruro sodico e il precipitate e 
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recuperate per centrifugazidne a 5.000 ipm per 5', Si ottengono cosl 249 mg di N-acetil- 
epiK5-amira-0-supersolfatata il cui contenuto in acido iduronico b del 54%, in 
glucosamina-6-O-solfato del 100%, in N-acetile del 100%, in glucosamina 3-O-solfato 
del 60%, in acido glucuronico monosolfato del 10%, in acido iduronico monosolfato del 
15%, il resto delle unita uroniche essendo disolfatato, e il cui gradb di solfatazione e 3,5 
misurato con metoda conduttunetrico secondo Gasu et al 1975, 
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RIVENDICAZIONI 

1. Un epiK5-amina-0-supersolfatata-derivato N-solfato o N-acilato con un acido 
(C 2 -C4)carbossilico, avente un contenuto in acido iduronico del 20-60%, un peso 
molecolare medio da circa 2.000 a circa 45.000 e un grado di solfatazione di almeno 3,4 
detto derivato essendo sostanzialmente inattivo sui parametri della coagulaziohe. 

2. Un epiKS-aipina-O-supersolfatata-derivato N-sblfato o N-acilato secondo la 
rivendicazione 1, il cui peso molecolare medio e tra circa 15.000 e circa 45.000, 

3. Un epiK^-amma-0-supersolfatata--derivato N-solfato o N-acilato secondo la 
rivendicazione 1, il cui peso molecolare medio e tra circa 4.500 e circa 8.500. 

4. Un epiK5-amina-0-supersolfatata-derivato N-solfato secondo una delle 
riyendicazioni 1-3, caratterizzato dal fatto che dettb grado di solfatazione & ifa4 a 4,6. 

5. Un fepiK5-amina-Q-supersolfatata-derivato N 7 acilffta secondo Una delle 
riyendicazioni 1-3, caratterizzato dal fatto che detto grado di solfatazione e da 3,4 a 3,8. 

6. Un epiKS-amina-O-supersolfatata-derivato N-solfato secondo una delle 
rivendicazioni 1-4, caratterizzato dal fatto di essere 100% 6-O-solfatato e 50-80% 3-0- 
splfatato nelle sue unita glucosaminiche, 5-10% O- monosplfatato in mnitft 
glucuroniche, 10-15% 3-O-monosolfatato in unite iduroniche e 2,3-di-O-solfatato nelle 
rimanenti unita uroniche. 

7. Un epiKS-amina-O-supersolfatata-derivato N-acilato secondo una delle 
rivendicazioni 1-3 e 5, caratterizzato dal fatto di essere 100% 6-O-solfatato e 50-80% 3- 
O-solfatatato nelle sue unite glucosaminiche, 5-10% O-monosolfatato in unita 
glucuroniche, 10-15% O-monosolfatato in unita iduroniche e 2,3-di-O-solfatato nelle 
rimanenti unita uroniche. 

8. Un epiK3-amina-0-supersolfatata-derivato N-solfaito o N-acilato secondo una 
delle rivendicazioni 1-7, caratterizzato dal fatto di essere costituito da una miscela di 
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catene in cui almeno il 90% di dette catene ha la formula IH 




NH-Z 



("D 



OR" 



in cui le unita uroniche sono costituite per il 20-60% da acido iduronico, R, R', R" 
rappresentano idrogerio o SO3", R essendo SO3" in almeno 40% di detta miscela di 
catene, Zeun (C2-C4)acile o un gruppo SO3", n e un numero intero da 3 a 100, il grado 
di solfatazione e almeno 3,4 e il corrispondente catione e chimicamente o 
faimaceuticamente accettabile. . . . - " 

9. Un epiK5-amina-0-supersolfatata-derivato N-solfato o N^acilato secondo la 
rivendicazione 8 caratterizzato dal fatto che detto catione S scelto tra quelli di metalli 
alcalini, alcalino-terrosi, di ammonio, (Ci-C4)tetraalchilammonio, alluminio e zinco. 

10. Un epiK3-amina-0-supersolfatata-derivato N-solfato o N-acilato secondo la 
rivendicazione 9 caratterizzato dal fatto che detto catione b scelto tra. quelli del sodio, 
calcio e tetrabutilarrjmonio. 

11. Un epiKS-amina-O-supersolfatata N-solfato o N-acilato secondo una delle 
rivendicazioni 8-10, caratterizzato dal fatto di essere costituito da una miscela di catene 
in cui almeno il 90% di dette catene ha la formula m in cui le unita uroniche sono 
costituite per il 40-60% da acido iduronico, n e un numero intero da 3 a 100, con un 
peso molecolare medio da circa 2.000 a circa 40.000, R £ 50-80% S0 3 ~, R' e R" sono 
ambedue SO3" oppure imo e idrogeno e Taltro e 5-10% SO3" in acido glucuronico 
monosolfato e 10-15% SCV in acido iduronico monosolfato, Z b 100% SO3" o (C2- 
C4)acile, il grado di solfatazione e superiore a 3,4 e il corrispondente catione e 
chimicamente o farmaceuticamente accettabile. 
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12. Un epiK5-amina-0-supersolfatata N-solfato o N-acilato secondo una delle 
rivendicazioni 8-10, caratterizzato dal fatto di essere costituito da una miscela di catene 
in cui almeno il 90% di dette catene ha la formula III in cui le unite uroniche sono 
costituite per il 40-60%, preferibilinente 50-55%, da acidb iduronico, R e 50-80% SO3Y 
R' e R" sono ambedue SO3" oppure uno e idrogeno e Taltro b 5-10% SO3* in acidb 
glucuronico e 10-15% SO3" in acido iduronico, Z b 100% SO3" o (C2-C4)acile, n b un 

numero intero da 3 a 15, con un peso molecolare medio da circa 4.000 a circa 8.500 e il 

\ ... 

corrispondente catione b chimicamente o fannaceuticamente accettabile. 

13. Procedimento per la preparazione di un i^iK5-amina-0-supersolfatata-derivato 
N-solfato o N-acilato secondo una delle rivendicazioni 1-12, caratterizzato dal fatto che 

(a) si tratta un polisaccaride K5, previamente N-djeacetilato^ N-solfatato, C5- 
epimerizzato al 20-60% e eventuatoentq (^>olimerizzato : con acido 
nitroso, avente un peso molecolare medio tra circa 1.500 e circa 25.000, 
in forma acida, con una base organica terziaria o quaternaria, lasciando la 
miscela di reazione a s6 per un periodo di tempo di 30-60 miriuti a pH 
circa 7 e si isola il suo sale con detta base organica; 

(b) si tratta detto sale di base organica di detto polisaccaride con un reattivo 
di O-solfatazione nelle condizioni di O-supersolfatazione; 

(c) si tratta un sale di una base organica terziaria o quaternaria del prodotto 
cosi ottenuto con un reattivo di N-solfatazione o con un derivato 
funzionale di un acido carbossilico (C1-C4), si isola FepiK5-amina-Q- 
supersolfatata-derivato N-sostituito cosi ottenuto. 

14. Procedimento secondo la rivendicazione 13, caratterizzato dal fatto che detfo ' 
epiK3-amina-0-supersolfatata-derivato N-sostituito cosi ottenuto b isolato sotto forma . 
di sale di sodio e eventualmente trasformato in un altro sale chiinicamente o 
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farmaceuticamente accettabile. 

15. Procedimento secondo la rivendicazione 14, caratterizzato dal fatto che, nel 
passaggio (a) si usa Fidrossido di tetrabutilammonio in qualita di base organiea terziaria 
o quaternaria. 

16. Procedimento secondo una delle rivendicazioni 13-15, caratterizzato dal fatto 
che, nel passaggio \ (b) la O-supersolfatazione condotta in dimetilformaxnide 
utilizzando 2-4 moli di reattivo di O-solfatazione per OH disponibile per disaccaride a 
una temperatura di 40-60°C per 1 5-20 ore. 

17. Procedimento secondo una delle rivendicazioni 13-16, caratterizzato dal fatto 
che come materiale di partenza si usa un epiK5-N-solfato-derivato costituito da una 
miscela di catene in cui almeno il 90% di dette catene ha la fonruila I 



in cui le unita uroniche sono costituite per il 20-60% da acido iduronico, n e un numero 
intero da 3 a 100 e il corrispondente cationfe 6 chimicamente o fermaceuticamente 
accettabile. 

18. Procedimento secondo la rivendicazione 17, caratterizzato dal fatto che detto 
materiale di partenza e costituito da una miscela di catene in cui almeno il 90% di dette 
catene ha la formula I, in cui n e come definito neUa rivendicazione 17 e le unite 
uroniche sono costituite per il 40-60% da acido iduronico. 

19. Procedimento secondo una delle rivendicazioni 17 e 18, caratterizzato dal fatto 
che detto materiale di partenza b costituito da una miscela di catene in cui almeno il 




n 
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90% di dette catene ha la fonnula I, in cui n e un numero intero da 3 a 15. 

20. Procedimento secondo una delle rivendicazioni 17 a 18, caratterizzatp dal fatto 
che detto materiale di partenza proviene da una N-deacetilazione e da una N- 
solfatazione di un K5 sostanzialmente privo di sostanze lipofile. 

21. Un epiK^-amina-O-supersolfatata-derivato il cui contenuto in acido iduronico e^ 
il 20-60% del totale degli acidi uronici, ayente un peso molecolare medio da circa 2.000 
a circa 40.000 e un grado di solfatazione di almeno 3,4. 

22. Un epiK5-aroina-0-supersolfatata-derivato secondo la rivendicazione 21, 
caratterizzato dal fatto che detto epiKS-amina-O-supersolfatata-derivato b costituito da 
una miscela di catene in cui almeno il 90% di dette catene ha la formula II 



a' 
(n) 



in cui le unita uroniche sono cbstituite per il 20-60% da acido iduronico, n e un numero 
intero da 3 a 100, R, R' e R" sono idrogeno o SCV, il grado di solfatazione e almeno 3,4 
e il corrispondente catione b chimicamente o farmaceuticamente accettabile. 

23. Un epiKS-amina-O-supersolfatata-derivato secondo la rivendicazione 22, 
caratterizzato dal fatto che detto grado di solfatazione b da. 3,55 a 3,8. 

24. Un epiK5-amina-0-supersolfatata-derivato secondo la rivendicazione 22 o 23, 
caratterizzato dal fatto di essere costituita da una miscela di catene in cui almeno il 90% 
di dette catene ha la formula II in cui le unita uroniche sono costituite per il 40-60%. da 
acido iduronico, n b un numero intero da 3 a 100, con un peso molecolare medio da 
circa 2.000 a circa 40.000, R b 50-80% S0 3 \ R' e R" sono ambedue S0 3 " oppure uno b 
idrogeno e Taltro b 5-10% SO3" in acido glucuronico monosolfato e 10-15% SO3" in 
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acido iduronico monosolfato, il grado di solfatazione & superiore a 3,4 e il 
corrispondente catione e chimicamente o farmaceuticamente accettabile. 

25. Una composizione fannaceutica comprendente, in qualita di un suo principio 
attivo, una quantity farmacologicamente- attiva di un epiK5-amina-0-supersolfatata- 
derivato N-sostituito secondo una delle riveaidicazioni da 1 a 12 in miscela con un 
eccipiente farmaceutico. 

26. Una composizione cosmetica comprendente una quantita efficace di un epiKS- 
amina-O-rSupersolfatata-derivato N-sostituito secondo una delle rivendicazioni da 1 a 
12, in miscela con un eccipiente cosmetico. 
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